インスリンの作用機序に関する研究 -ヒト組織インスリン二次信号物質のcharacterization. by 鈴木 進
インスリンの作用機序に関する研究 -ヒト組織イン
スリン二次信号物質のcharacterization.
著者 鈴木 進
号 1675
発行年 1985
URL http://hdl.handle.net/10097/19780
 一F
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の要件
最終学歴
学位論文題目
すずきすすむ
 鈴木進(福島県)
、
』
医学博士
 医第1675号
 昭和60年2月27日
 学位規則第5条第2項該当
 昭和51年3月
東北大学医学部医学科卒業
 インスリンの作用機序に関する研究
 一ヒト組織インスリン二次信号物質のcharac-
terization.
 (主査)
論文審査委員教授後
教授岡
藤由夫教授吉永馨
本宏
 一349一
'
論文内容要旨
 Type2糖尿病ではインスリン抵抗性がみられ,その原因としてレセプター以後のインスリン
 作用発現機構の障害,すなわちpost-receptordefectが想定されている。しかし,レセプター
 以後のインスリン作用発現機序はまったく不明であった。
 1979年JarettとLamerは無細胞系でミトコンドリアpyruvatedehydrogenase(以下PDH)
 とglycogensynthetasephosphataseを活性化し,かつcyclicAMP-dependentprotein
 kinaseを抑制する,低分子量で熱・酸に安定な物質(インスリンの二次信号物質,以下InsuHn
 mediator)が,インスリン静注后のラット筋組織に出現することを報告した。これはインスリン
 の二次信号物質の存在を具体的に示す,はじめての報告として注目された。以後Insulinme-
 diatorがいくつかのインスリン作用を無細胞系で再現することが明らかとなったが,まだInsu-
 Iinmediatorの性状はほとんど不明である。
 1981年SpethとSchulzeは無細胞系でインスリンがラット肝ミクロゾームglucose-6-
 phosphatase(以下G-6-Pase)を抑制すると報告した。ミクロゾーム分画には豊富に形質膜
 が混入することから,インスリンのG-6-Pase活性抑制作用の発現に,インスリンが形質膜レ
 セプターと結合して生じるInsulinmediatorが関与することが考えられる。
 本研究ではまずSpethとSchulzeの報告を追試し,G-6-Pase活性抑制作用がインスリンに
 特異的であり,かつインスリン濃度依存性であることを確認した。またインスリンのG-6-Pase
 活性抑制作用がTritonX-100で処理し,permeabilitybarrierが消失したミクロゾームでも
 認められたことから,インスリンはG-6-Paseのnon-specificphosphohydroxylaseに働
 くことが想定された。
 インスリン処理したラット肝形質膜より,熱処理・ギ酸抽出・activatedcharc6a1処理して,
 Insulinmediator分画を抽出した。ATPで前処理し,PDHをリン酸化したミトコンドリア
 PDH活性は肝Insulinmediator分画添加により活性化されたが,ATPで前処理しないミトコ
 ンドリアPDHは肝Insulinmediator分画により有意の活性化作用を示さなかった。Insulin
 mediatorのPDH活性化作用の検出にはミトコンドリアをATPで前処理しておくことが必須で
 あった。
ゼ
 肝Insulinmediator分画はミクロゾームG-6-Pase活性を抑制した。インスリンのG-6-
 Pase活性抑制作用はInsulinmediatorを介することが明らかとなった。PDH活性化作用とG-
 6-Pase抑制作用を有する肝InsulinmediatorはSephadexG25gel-chromatographyで
 分子量約1500と算定された。
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 次にInsulinmediatorのもつPDH活性化作用とG-6-Pase抑制作用を示標に,ヒト胎盤形
 質膜および末梢血単核球より,ヒト組織Insulinmediatorを抽出し,characterizationを試み
 た。まづインスリン処理した胎盤形質膜・末梢血単核球より熱処理・ギ酸抽出・activated
ぎ
 charcoal処理の抽出法で,dose-dependentにATP処理ミトコンドリアPDHを活性化し,
 G-6-Paseを抑制するヒト組織Insulinmediatorが抽出された。
 ヒトInsuhnmediator分画はATP処理ミトコンドリアPDHを活性化したが,未処理ミトコ
 ンドリアPDHには有意の活性化作用を示さなかった。同分画のPDH活性化作用はPDHphos-
 phatase阻害剤NaFの添加で阻害された。InsulinmediatorのPDH活性化はPDHphospha-
 tase活性化を介することが明らかとなった。
 胎盤形質膜および末梢血単核球よりヒトInsulinmediatorはインスリン濃度依存性に産生さ
 れた。SephadexG25ge1-chromotographyによりヒトInsulinmediatorの分子量は約1500
 と算定され,ラット肝由来とほぼ一致した。
 ヒトInsulinmediatorはpH6.0でAG1-X8イオン交換カラムに吸着し,0.3-0.4MNaC1
 で溶出された。またHydroxylapatitechromatographyでは0.2-0.3Mリン酸で溶出された。
 上記のchromatographyではヒトInsulinmediatorのPDH活性化作用とG-6-Pase抑制作
 用は分離されず,Insulinmediatorが両作用を有するものと考えられた。
 ゲル濾過,ion-exchangechromatographyおよびHydroxylapatitechromatographyを用
 いて,はじめてヒト組織Insulinmediatorの部分精製が可能となった。
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 審査結果の要旨
 インスリン非依存性糖尿病ではインスリン抵抗性がみられ,その原因としてレセプターへのイ
 ンスリン結合以降の障害が想定されているが,その機序は不明である。1979年,Jarettと
 Lamerによりインスリンのsecondmessenger(insulin・mediator)の存在が明らかにされ,
 いくつかのインスリン作用が無細胞系で再現できるようになったが,またinsulinmediatorの
 性状は不明である。この研究はinsulinmediatorの性状を明らかにするために行ったものである。
 この目的に著者は1981年にSpethらが報告したインスリンのラット肝ミクロゾームglucose
 -6-phosphatase(G-6-Pase)活性直接抑制作用を用いて研究を行い,つぎのような成績を得
 ている・インスリン処理した肝形質膜より,ミトコンドリアpyruvatedehydrogenase(PDH)
 活性化作用を有するinsulinmediator分画を抽出し,これがG-6-Pase活性抑制作用を示す
 ことから,インスリンのG-6-Pase活性抑制作用はinsuhnmediatorを介するものとみなすこ
 とができる。insulinmediatorのもつPDH活性化作用とG-6-Pase抑制作用を指標に,イン
 スリンで処理したヒト胎盤形質膜およびヒト末梢血単核球よりinsulinmediatorを抽出してそ
 のcharacterizationを行いつぎの成績を得た。すなわち,ヒト組織insulinmediatorは熱・
 酸に安定,分子量約1500で,インスリン濃度依存性に産生される。そのPDH活性化作用は
 NaFで阻止され,AGI-X8ion-exchangechromatographyで0.3-0.4MNaC1で溶出され,
 hydroxylapatitechromatographyでは0・2-0.3Mリン酸で溶出される。そしてこれらのクロ
 マトグラフィではinsulinmediatorのPDH活性化作用とG-6-Pase抑制作用は分離されない。
 さらに著者はゲル濾過,ion-exchangechromatographyおよびhydroxylapatitechroma-
 tographyを用いて,ヒト組織insulinmediatorを部分精製することができたとしている。
 この研究はインスリンの作用発現機構に新知見を加えたものであり学位授与に値する。
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